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Resumen

1.-Resumen

La transformacion plastidial en plantas es una de las apuestas mas recientes y con
mayores expectativas de la investigacion. Aunque todavia queda mucho por conocer,
constantemente estdn desarrollandose nuevos métodos y consiguiéndose resultados
generalmente provechosos. Intentando optimizar los recursos disponibles se han
desarrollado biofactorias de compuestos para la utilizacion en agricultura y sanidad, que
permiten su produccion a mayor escala y con menores costes. La especie que mejor se
adapta a este proceso es el tabaco y especialmente la variedad Petite Havana. La
necesidad de incrementar la produccion en biomasa de esta planta, nos ha llevado a
buscar en variedades distintas a esta. En el caso de este trabajo han sido seis variedades
comerciales de alta produccion de biomasa para las que se han evaluado distintos
aspectos de la transformacién plastidial, dado que casi exclusivamente se utiliza esta por
ser la méas conocida y por existir mayor informacion sobre su comportamiento y sus

protocolos optimizados.

El método se llevd a cabo mediante transformacion biolistica con un vector
anteriormente utilizado en otras investigaciones pLD-GFP-2L21 con unas
caracteristicas especificas de marcadores de seleccion aadA que confiere resistencia a la
espectinomicina y el gen GFP que determina la presencia del vector en el genoma
plastidial por medio de luz ultravioleta. Todo el proceso se llevé a cabo con las
condiciones especificas para la variedad Petite Havana, sus protocolos y sabiendo de
antemano los resultados esperados para ella, lo que permitié6 compararlos con los

resultados de las demas variedades.
Una produccion alta en biomasa, la facilidad para su manejo y transformacion en
laboratorio, la gran cantidad de semillas producidas por una Unica planta y el

aprovechamiento del material vegetal hacen del tabaco una especie particularmente Gtil

en comparacion con las dificultades que presentan las demas.

Tutor: Jon Veramendi Charola
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Introduccion

2.-Introduccion
2.1.-Transformacion genética de plantas

La transformacion genética de plantas lleva aplicandose de manera indirecta
desde que comenzd su cultivo, ya que, los agricultores seleccionaban las mejores
variedades para volver a sembrarlas en las siguientes cosechas mejorando las especies
en aspectos de interés humano y separadndolas de las silvestres. Mas adelante se
desarrollaron técnicas de mejora con conocimiento, mediante polinizaciones dirigidas o

mutaciones.

Todo esto ha sucedido en los limites de las especies y las variedades, pero la
ingenieria genética permite dar un paso adelante saltando las barreras naturales y
eligiendo genes de cualquier especie para introducirlos en cualquier otra. La primera
vez que se llevo a cabo la transformacion genética de un vegetal fue en 1983 con la
introduccion de un gen de resistencia a kanamicina en plantas de tabaco (Herrera-
Estrella et al., 1983), petunia (Fraley et al., 1983), Nicotiana plumbaginofolia (Bevan et
al., 1983) y la insercion de un gen de alubia en una planta de girasol (Murai et al.,

1983), (http://cls.casa.colostate.edu/cultivostransgenicos/sp_history.html).

La biotecnologia aplicada a la agricultura tiene una gran utilidad desde sus

comienzos. La especie vegetal mas utilizada para los fines de investigacion es el tabaco.

Algunas de las muchas aplicaciones de la biotecnologia y la transformacion
geneética en vegetales, permiten crear plantas capaces de defenderse de enfermedades
producidas por virus y bacterias. Modificandoles el material genético adquieren la
capacidad de sintetizar ciertas sustancias que interrumpen el desarrollo normal de
insectos parasitos y los destruyen. Esto permite reducir la aplicacion de plaguicidas
quimicos, como ocurre en el caso de los genes Cry de Bacillus thuringiensis (McBride
etal., 1995).

Actualmente uno de los usos mas importantes tanto activo como en desarrollo es
el uso de plantas transformadas genéticamente como biofactorias para la produccion de
vacunas como el péptido 2L21 del parvovirus canino (Molina et al., 2004) o la

albimina sérica humana (Fernandez-San Millan et al., 2003). La transformacion
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Introduccion

plastidial tiene mayor importancia en estos aspectos, debido a que el nivel de expresion
de la proteina heteréloga es mucho mayor que en la transformacion nuclear (Maliga,
2004).

Los plastidios son organulos celulares de las plantas con su propio genoma y
funcionamiento de transcripcion-traduccion. Los proplastidios son los progenitores de
todos los demas tipos de plastidios como cloroplastos, cromoplastos y amiloplastos,
entre otros. La funcién de los plastidios comprende la biosintesis de proteinas, azlcares,
polisacaridos de reserva, aminoacidos, lipidos y pigmentos y la fotosintesis. Cada tipo
de plastidio tiene copias idénticas de ADN y en el caso del tabaco cada célula
meristematica contiene entre 10y14 proplastidios con sus nucleoides (1-2) y cada célula
de las hojas contiene unos 100 cloroplastos con 10-14 nucleoides cada uno. (Bendich,
1987; Thomas et al., 1983).

La transformacion se lleva a cabo en un nimero muy bajo de copias de ADN,
pero en un medio selectivo se favorece la proliferacion de los genomas transformados.
El medio selectivo facilita la propagacion de los plastidios cuando incorporan un
marcador de resistencia a antibiotico (Moll et al., 1990). La transformacién se acelera
con la desdiferenciacion de cloroplasto a proplastidio, y los sectores transformados se
distinguen por que mantendran su color verde mientras que los otros blanquearan.

Para conseguir plantas homoplasmicas se lleva a cabo la regeneracion de brotes
de los sectores transformados inicialmente (Svab et al.,1990; Svab et al., 1993) durante
dos rondas de seleccion y de ser necesario se podria hacer una tercera. En casos en los
que haya problemas con la regeneracion se pueden utilizar las semillas de las plantas
quiméricas para germinarlas y conseguir homoplasmia. No se recomienda hacer muchos
ciclos de cultivo in vitro para propagacion porque puede afectar en la fertilidad de la
planta (Maliga et al., 2004).

Homoplasmia es la presencia de un unico tipo de material genético en el genoma
de los plastidios. Al llevar a cabo la transformacion plastidial puede ocurrir que
convivan genomas plastidiales transformados y no transformados (heteroplasmia). Si
esto ocurre la planta se considerara transgénica, aunque la tendencia natural, en ausencia
de presién de seleccion, sera la proliferacién de genomas plastidiales no transformados.

Los vectores para la transformacion plastidial son plasmidos con secuencias

clonadas de ADN a los que se les introduce el gen deseado, al ser homologos a los
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genes propios del genoma plastidial, estos los identifican como iguales y los transcriben

quedando el nuevo gen introducido en los plastidios generados a partir de ese momento.

Entre los métodos de transformacion plastidial, el mas utilizado es el biolistico.
Para llevarlo a cabo se necesita una maquinaria especifica, mediante la cual se disparan
microparticulas a la planta con la suficiente fuerza como para que entren en las células y
dejen el ADN. Los microproyectiles de oro miden 0.6 um de didmetro y estan
recubiertos de ADN plasmidico. La fuerza de propulsién es con gas inerte de helio. Los
microproyectiles van colocados sobre un macroproyectil de soporte que, tras el disparo,
queda retenido en el disco de parada, liberando los microproyectiles para que impacten
sobre su diana.

Otro sistema probado en tabaco es un tratamiento de protoplastos con polietilen-
glicol (PEG) en presencia del vector de transformacion, que facilitara el traspaso de

moléculas de ADN a los protoplastos (Potrykus et al., 1991).

2.2.-Aplicaciones de la transformacion plastidial

El impulso para investigar rasgos agrondmicos por transformacion plastidial, lo
dio el hallazgo del gen de resistencia a insectos que confiere la proteina Cry de Bacillus
thuringiensis. El nivel de acumulaciéon de la proteina recombinante es relativamente
bajo en transformacion nuclear, por lo que, se llevo a cabo la transformacion del
genoma plastidial y los resultados reflejaron un alto nivel de acumulacién de la toxina
(McBride et al., 1995).

Hasta entonces lo mas comudn era la resistencia a insectos y herbicidas
expresados desde el genoma nuclear. Actualmente hay una gran variedad de productos
obtenidos por transformacion plastidial con aplicaciones biotecnoldgicas potenciales

aunque ningun producto esta todavia comercializado (tabla 1).
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Rasgo Transgen 53 UTR-s Referencias
Resistencia a insectos CrylA (c) rbcL/Trpsl6 McBride et al., (1995)
Resistencia a herbicidas | AroA g9agg/TpsbA Daniell et al., (1998)
Resistencia a insectos Cry2Aa?2 ggagg(nativo)/ TpsbA Kota et al., (1999)
Resistencia a herbicidas | bar rbcL/psbA lamtham and Day, (2000)
Resistencia a insectos Cry2Aa2 operén | 5nativo/UTRs/TpsbA DeCosa et al., (2001)
Resistencia a plagas MSI-99 g9agg/TpsbA DeGray et al., (2001)
Tolerancia a sequia tps 09agg/TpsbA Lee etal., (2003)
Fitoremediacion merA*/merB® ggagg™"/TpsbA Ruiz et al., (2003)
Tolerancia a salinidad badh ggagg/ rpslé Kumar et al., (2004)
Esterilidad phaA PpsbA/TpsbA Ruiz and Daniell, (2005)
citopldsmica masculina

Tabla 1: Tabla procedente de uno de los primeros informes sobre rasgos agronémicos generados via
transformacion plastidial. (Daniell et al., 2005).

Uniendo la capacidad de expresar las proteinas en gran medida que tienen los
cloroplastos y el espectro de ataque de las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis, se
hall6 un importante recurso para el control de plagas en agricultura. Las hojas de las
plantas transgénicas que portan la proteina son letales para las larvas de los insectos
herbivoros.

La transformacién plastidial para el control de malas hierbas se ha explorado
sobre todo en la introduccion de genes de resistencia al glifosato, siendo éste un
herbicida de amplio espectro que al aplicarlo incide sobre todos los vegetales excepto
los que contengan el gen. El herbicida actta inhibiendo la enzima clave de la biosintesis
de aminoacidos aromaticos. Algunas bacterias también son una fuente de genes de
insensibilidad frente al glifosato, y las mutaciones puntuales en la planta pueden
presentar tolerancia a herbicidas. (Daniell et al.,1998).

La capacidad de expresion de proteinas recombinantes de la que disponen los
plastidios es relevante para producir vacunas, anticuerpos y enzimas industriales. Las
plantas funcionan de forma segura y econémica debido que producen a mayor escala
que los métodos industriales via fermentacion de bacterias o cultivando células animales
y humanas. La produccion de proteinas recombinantes estd libre de contaminantes

procedentes de humanos o animales debido a que las plantas no son huéspedes para
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ellos, ademas los plastidios son capaces de hacer algunas modificaciones post-

traduccionales similares a las de células de mamiferos (Daniell H. 2006).

Proteinas Transgén 3I5UTR-s Referencias

Polimero derivado de la | EG121 T7 gene 10/ TpsbA Guda et al. (2000)

elastina

Somatotropina humana hsT T7 gene 102, tpsA®/Trps16 | Staub et al. (2000)

Toxina del célera CtxB Ggagg/TpsbA Daniell et al. (2001)

Péptido antimicrobiano MSI-99 Ggagg/TpsbA DeGray. et al. (2001)

Interferon a2b INFa2B PpsbA/TpsbA Chebolu and Daniell (2005)

Alblmina sérica humana | hsa ggagg®, pshA® TpsbA Fernandez-SanMillan et al.
(2003)

Interferény IFN-g PpsbA/TpsbA Leelavathi and Reddy (2003)

Anticuerpos Guy’s 13; HSBV-Isc Ggagg/TpsbA Chebolu and Daniell (2005)

monoclonales Mayfield et al. (2003)

Antigeno protector del | Pag PpsbA/TpsbA Watson et al. (2004)

Antrax

CPV VP2 Vp6 rbdL/TrrnB? Molina et al. (2004)

Toxina del tétanos TetC T7 gene 102, atpB™/Trbc L | Tregoning et al. (2003)

Tabla 2: Expresién de antigenos para vacunas y proteinas biofarmacéuticas via genoma plastidial.

Una vez integrados de forma estable, los transgenes expresan grandes cantidades
de proteinas (hasta el 47% del total debido al alto nimero de copias del genoma (més de
10 000 copias/Celula) de los cloroplastos (Daniell 2005; De Cosa et al., 2001; Grevich
et al., 2005). Un acre de plantas con cloroplastos transgénicos pueden producir hasta
360 millones de dosis de la vacuna del antigeno de antrax de forma limpia, segura y
completamente funcional (Koya et al., 2005; Watson et al., 2004).

El sistema de expresion de los cloroplastos es versatil en cuanto a la produccion
de proteinas pudiendo producir péptidos de menos de 20 aminoacidos (DeGray et al.,
2001), puede producir proteinas monoméricas o multiméricas (Daniell et al., 2001;
Devine, 2001). Actualmente se consiguen proteinas terapéuticas (insulina (Devine,
2005), somatropina (Staub et al ., 2000) etc.), antigenos de vacunas contra bacterias
patogenas (colera (Daniell et al., 2001), antrax (Koya et al., 2005; Watson et al., 2004),
tétanos (Tregoning et al., 2003) etc.) y patégenos protozéicos como la malaria
(Kamarajugadda, 2006) obtenidas por transformacion plastidial. Entre todas las plantas
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el tabaco presenta las mejores caracteristicas para funcionar como biofactoria, debido a
su facilidad de manipulacion en laboratorio y alta produccion de biomasa y semillas

(una Unica planta produce mas de un millén de semillas (Daniell, 2006)). (tabla 2).

Las ventajas que presenta la transformacion plastidial frente a la nuclear son
diversas. Para empezar en la mayoria de especies angiospermas los plastidios se
transfieren de generacion en generacion por herencia materna e incluso en las especies
en que existen plastidios en el polen, se degrada el ADN plastidial antes de la
maduracion, lo que evita por completo el peligro de transmision de transgenes entre
especies sexualmente compatibles (Zhang et al., 2003; Hagemann et al., 2004).
También reduce la posible toxicidad del polen transgénico contra insectos de la fauna
benigna (DeCosa et al., 2001).

Otra de las ventajas de la transformacion plastidial es la posibilidad de acumular
en el interior de los cloroplastos cualquier proteina o productos biosintéticos
interesantes, y por tanto su se pueden utilizar como biofactorias (Bogorad et al., 2000).
También se conocen investigaciones llevadas a cabo por transformacion nuclear que
daban problemas de toxicidad o degradacién de la pared celular y al hacerlo por
transformacion plastidial los resultados han presentado lo esperado inicialmente
(Daniell et al., 2001; Lee et al., 2003; Leelavathi et al., 2003; Molina et al., 2004).

La integracion de transgenes por recombinacion homologa, evita efectos
indeseados de posicion que se suelen observar en transformacion nuclear. Ademas todas
las lineas de cloroplastos transgénicos expresan el mismo nivel de la proteina
introducida dentro de la gama de variaciones fisioldgicas (Daniell et al., 2001). Otra
ventaja de la integracion especifica es que no se insertan fragmentos de ADN del
esqueleto del vector, lo que evita un gran problema de la transformacién nuclear
(Daniell et al., 2002). No se ha descrito el silenciamiento génico en lineas de
cloroplastos transgénicos, aunque su acumulacion sea 169 veces mayor que en la
transformacion nuclear, ademés tampoco se ha producido silenciamiento cuando la
acumulacion de la proteina foranea en las hojas transgénicas ha sido mayor al 46%
(DeCosa et al., 2001; Lee et al., 2003; Dhingra et al., 2004).

Se pueden expresar varios genes bajo el control de un unico promotor formando
un operon. Esto se ha llevado a cabo con proteinas Cry de Bacillus thuringiensis como
operdn para sintetizar proteinas insecticidas y se expreso en mas del 46% de la proteina

total de la hoja (DeCosa et al., 2001). También se llevdo a cabo con dos enzimas
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bacterianas que confieren resistencia al mercurio (Ruiz et al., 2003) y con tres genes

bacterianos para la acumulacion del polimero PHB (Lossl et al., 2003).

Las limitaciones actuales de la transformacion plastidial son las siguientes; En
primer lugar esté el hecho de que Unicamente se ha llevado a cabo de forma eficiente en
plantas de tabaco, y los obstaculos para pasar este sistema a cultivos de produccion es
la falta de protocolos de cultivo y regeneracion y la dificultad de producir expresion del

transgén en plastidios no fotosintéticos (Bogorad et al., 2000; Daniell et al., 2002).

Algunas de las investigaciones que se han llevado a cabo sobre transformacion
plastidial por organogénesis no han dado buenos resultados en especies distintas al
tabaco. En Arabidopsis una de cada 40-151 hojas bombardeadas inicialmente resulto en
linea transgénica plastidial, pero eran estériles (Sikdar et al., 1998). En tomate se
consiguieron los mejores resultados, siendo una linea transgénica plastidial por cada
diez bombardeadas (Ruf et al., 2001) y en patata se obtuvo una Unica linea modificada

por cada veinticinco bombardeadas (Sidorov et al., 1999).

Actualmente se ha llevado a cabo en muchos cultivos comerciales incluyendo soja,
algodén y zanahoria.

Una investigacion llevada a cabo por (Kumar et al., 2004) sobre la resistencia a
suelos salinos mediante la sintesis de betaina aldehido, demostrd que se puede trabajar
con celulas no fotosintéticas, ya que, lo realizaron con material vegetal de zanahoria por
embriogénesis somatica. La expresion en las células no fotosintéticas de la parte
comestible fue del 74,8 % y en proplastidios del 53 % frente al 100 % de las céelulas con
funcién fotosintética situadas en las hojas. El interés de la produccion transgénica en
zanahorias deriva de la valiosa fuente de azucares, vitaminas y fibra y de su uso tanto en
la dieta humana como en la animal. También se considera importante para la expresion
de antigenos de vacunas y proteinas por que todos los embriones somaticos de la
zanahoria derivan de una Unica célula y pueden mantenerse in vitro varios afios, ademas
de que la floracion se produce el segundo afio del ciclo y la cosecha se lleva a cabo

durante el primer ciclo (Yan etal., 1999).

El algodon como cultivo de produccion textil es uno de los mas importantes

comercialmente. La transformacion plastidial en este cultivo es necesaria para no
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transferir material genético transformado via polen, y por la baja expresion de los
transgenes en transformacion nuclear que puede generar resistencias. La investigacion
Ilevada a cabo asegurd esa herencia Unicamente materna del genoma plastidial (Kumar
et al., 2004).

La primera vez que se utilizd la transformacion plastidial en soja lo llevé a cabo
(Zhang et al., 2001) para incrementar el potencial fotosintético, aunque las primeras
plantas transgénicas de soja fértiles fueron obtenidas por Dufourmantel et al., 2004.
Otra investigacion ha sido llevada a cabo por Daniell et al., 2001 para desechar las
limitaciones que produce la necesidad de utilizar un marcador de seleccion de

resistencia a un antibiotico.

2.3.- Transformacion plastidial de variedades de tabaco

Aunque el tabaco es uno de los mejores cultivos para llevar a cabo la
transformacion plastidial por su facilidad para la manipulacién en laboratorio, alta
produccion de biomasa y semillas y por todos los conocimientos que se tiene de él
debido a la gran cantidad de investigaciones que se han llevado a cabo con este cultivo,
es necesario dejar a un lado su uso en laboratorio y trasladarlo al &mbito de la
produccion.

El paso de la investigacion a la comercializacion de todas las aplicaciones utiles
para el tabaco, radica en la produccion en biomasa de los vegetales, siendo la variedad
Petite Havana que se utiliza en laboratorio de tamafio pequefio y poco productiva 1,395
T/ha en peso fresco, frente a las 50 T/ha de produccidn que se obtienen en una variedad
comercial comun (datos no publicados) de biomasa por hectarea que se pueden

conseguir en condiciones Optimas con variedades comerciales.

La mayoria de los trabajos realizados en investigacion cientifica para
transformacion plastidial en variedades de tabaco, se han llevado a cabo sobre la
variedad Petite Havana, lo que la convierte en una de las mas sencillas de manejar
debido a la cantidad de informacion sobre manipulacion y comportamientos que se tiene
de ella. Sin embargo se han transformado otras variedades como Maryland Mammoth,
Samsun y 22X-1. Los ultimos documentos que se han publicado sobre variedades

comerciales de tabaco son los siguientes:

Pagina 11



Introduccion

La p24 del VIH-1 es una proteina no glicosilada, que purificada confiere algo de
proteccion a la transmisidn del virus. Su multiplicacion se ha llevado a cabo mediante
transformacion nuclear y transfeccion viral, aunque en las dos existe el peligro de
escape de genes. La transformacion plastidial es una buena opcién para evitar esto,
ademas las obtenidas de este modo no estaran glicosiladas ni se transmitiran por el
polen. Maryland Mammoth es una variedad de alta produccién en biomasa, lo que
favorecera la produccion del antigeno. La transformacion plastidial se llevo a cabo con
los mismos protocolos de la variedad Petite Havana. La frecuencia de transformacion de
los bombardeos de hojas organogenéticas con esta variedad, fue similar a la obtenida
con la variedad Petite Havana, pero los bombardeos en hojas a partir de semillas no

produjeron brotes transformados. (Mc Cabe et al., 2008).

La fermentacion de la glucosa para obtener etanol como biofuel a partir de la
celulosa es un proyecto en investigacion. La forma de obtener glucosa en grandes
cantidades es a partir de la celulosa, y para degradarla hacen falta celulasas.

Con la variedad Samsun se llevé a cabo una investigacion sobre el alto nivel de
acumulacion de la celulasa bacteriana en tabaco por transformacion plastidial. Hasta
entonces se producia el etanol celuldsico con celulasas cuyo coste era muy alto. Para
reducir el coste se propuso utilizar cloroplastos como medio para la produccién de las
enzimas. Las diferencias en el bombardeo con el protocolo utilizado en la variedad
Petite Havana son insignificantes, las plantas obtenidas a partir del bombardeo se
evaluaron directamente con PCR para seleccionar las transformadas y después se

hicieron las rondas de seleccién para conseguir homoplasmia. (Gray et al., 2009).

22X-1 es una variedad derivada de la K327 creada como variedad “sin nicotina”.
En esta investigacion se ha observado la expresion de una celulasa microbial
termoestable en los cloroplastos transgénicos de la variedad. Al no tener evaluaciones
previas sobre el comportamiento en bombardeo para esta variedad, tuvieron que hacer
un ensayo sobre el material de disparos, siendo oro el que mejores resultados dio frente
al tungsteno. La variedad 22X-1 presentd algunas mejoras frente a las variedades
habituales como Petite Havana y Samsun; mayor biomasa foliar y que al ser sin nicotina
no produce niveles toxicos de nicotina en los extractos de las hojas, y que la biomasa

residual puede ser utilizada como materia prima para la formacion de bioetanol como
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combustible. La eficiencia de regeneracion fue del 2% (nimero de brotes por hoja) para
samsung y 22x-1 en los bombardeos con oro. Las hojas bombardeadas se cortaron en

dos fragmentos por hoja.(Yu et al., 2007).
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3.-Objetivos

1.- Evaluacién de la transformacién plastidial de seis variedades comerciales de tabaco:
Hanica, ITB 1000, Virginia Gold, Havana 503-B, K 326, Baja en nicotina.

2.- Comparacion de los resultados (brotes transformados, enraizamiento, homoplasmia,
expresion del transgén y comportamiento durante la investigacion) en las variedades
comerciales con la variedad control Petite Havana, para la cual se dispone de un

protocolo optimizado de transformacion plastidial.
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4.-Materiales y métodos.

4.1.-Material

4.1.1.-Material vegetal

Se dispone de seis variedades de tabaco (tabla 3) ademas de otra que utilizaremos a
modo de control (Petite Havana), debido a que es la més utilizada en investigacion

sobre transformacion plastidial.

Variedad Abreviatura
Hanica HAN

K 326 326

ITB 1000 ITB

Havana 503-B 503

Virginia Gold VIR

Baja en nicotina BAJA

Petite Havana (control) PH

Tabla 3: Variedades de tabaco utilizadas durante todo el proceso y abreviaturas correspondientes a cada
una de ellas con las que se les denominara en el escrito con el fin de facilitar la relacién de los términos.

La totalidad de las variedades estan disponibles en el laboratorio, en forma de
semillas.
Se dispuso de lo necesario para llevar a cabo el proyecto, en las instalaciones del
Instituto de Agrobiotecnologia de la Universidad Publica de Navarra, por lo que todo el
material y la maquinaria necesarios estuvieron facilmente al alcance, en la medida de las

necesidades.

4.1.2.- Vector de transformacion

Se utilizé el vector pLD-GFP-2L21 ya empleado en trabajos anteriores (Molina
et al., 2004). Este esta formado por las siguientes partes:
a)- Secuencias externas trnl y trnA para la recombinacion homologa en las regiones
invertidas repetidas al genoma del cloroplasto.
b)- La fusion GFP-2L21 estéa controlada por el promotor y terminador del gen plastidial
psbA.
c)- Gen marcador de seleccion aadA
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La utilizacion del gen GFP informador permite la visualizacion, en condiciones

especificas, del grado de transformacion de las plantas.

4.2.-Métodos

4.2.1.-Desinfeccion de semillas y posterior siembra

Para comenzar el trabajo, se escogieron las variedades con las que trabajar. El
criterio principal fue su buena aptitud para multiplicarse in vitro por organogénesis.
Esto se observd en un trabajo previo (Villabona, 2006) las semillas provienen de cultivo
convencional en campo, por lo que pueden contener bacterias, hongos, y otros
problemas derivados de su contacto con la tierra.

Para evitar esto en la medida de lo posible, se hizo una primera desinfeccion de las

semillas mediante un protocolo preparado para la variedad Petite Havana:

Material necesario:

Lejia, comercial (4% de cloro activo)
Tween-20

Pipeta de 1000

Caja de puntas azules estéril

Caja de puntas azules cortadas estéril
Agua purificada

Vaso de precipitados

Medio de germinacién P3*

Cinta micropore

Protocolo:

e Preparar lejia diluida con agua purificada en relacion 1:4 y afiadird®
Tween20/100 ml.

e Poner las semillas en un eppendorf y afiadir 1 ml de la solucién desinfectante.

e Dejar en agitacion durante 20 min.

e En la cabina de flujo laminar lavar las semillas seis veces con 1 ml de agua
estéril.

e Tras el Ultimo lavado, afiadir 0,5 ml de agua estéril. Recoger las semillas con la
punta de la pipeta cortada y echarlas en el medio de regeneracion P3.

e Sellar las cajas de medio con cinta micropore.
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La siembra de las semillas, una vez desinfectadas, se hizo mediante una micropipeta de
1000 ul con la punta cortada, cogiéndolas a la vez que el agua estéril con la que se hizo
el ultimo lavado. De esta manera la dispersion en el medio de cultivo es mas sencilla.

El medio de cultivo utilizado fue P3 para la germinacidn, en botes estériles de cultivo.

*Protocolo para el medio de cultivo P3:
e Agua purificada.

e Sales minerales y vitaminas de Murashige&Skoog (Duchefa).

e 30 gr/l de sacarosa comercial.

e Disolvery llevar a pH 5,7-5,8 con KOH o CIH.

e Afadir 6 gr/l de micro agar y calentar en el microondas hasta que hierva y se
funda.

e Dispensar en cajas Magenta (aproximadamente 40 ml por caja) y autoclavar 15
min a 121 °C.

4.2.2.- Preparacion de las plantulas para el bombardeo

En el plazo de dos a tres semanas, germinaron las semillas sembradas. Dada la
cantidad de semillas puestas, fue necesario individualizar las plantulas en la mayoria de
las variedades para evitar competencias de espacio en los botes y nutrientes del medio.
Para las variedades ITB y HAN el crecimiento fue mas lento por lo que se esperé a la
tercera semana para mantener la uniformidad de las fechas.

La individualizacién se hizo en botes de cultivo con el mismo medio P3 poniendo tres

plantulas por bote con la idea de permitir un mayor crecimiento.

Cuando crecieron lo suficiente se individualizaron de nuevo poniendo esta vez 1
brote/recipiente. Esta maniobra permitio aumentar el crecimiento de las plantas hasta la
totalidad del volumen del bote con la finalidad de obtener hojas suficientemente grandes

y sanas como para llevar a cabo la siguiente fase del trabajo.
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4.4.3.- Transformacion por el sistema biolistico

Esta fase fue la mas compleja del trabajo, debido a que hay que disponer de

material y maquinaria especializados para llevarla a cabo.

4.4.3.1.- Procedimiento

Se eligieron las hojas sobre las que se llevaria a cabo el bombardeo, escogiendo
las méas expandidas y con color verde oscuro mas intenso, lo que denota salud. Después
se cortaron de la planta de la que provenian mediante pinzas y bisturi en cabina de flujo
laminar garantizando en la medida de lo posible las condiciones estériles. Para ponerlas
en medio de cultivo RMOP sin antibi6tico, se situd entre ellas y dicho medio un papel
de filtro previamente esterilizado en el autoclave.

Después de llevar a cabo este paso, se guardaron en cadmara a temperatura
ambiente durante al menos una hora en condiciones de oscuridad, cubriéndolas
mediante papel de aluminio. Para facilitar su introduccién en el cafion de genes, se

pusieron en placas Petri estandar.

Preparacién de medio RMOPspec

Ar]a:jlr.Sales minerales Murashige&Skoog sin vitaminas (Duchefa). Indica en el bote la
cantidad a aplicar por litro de medio.
e 30 gr/l de sacarosa Sigma.
e Agua purificada.
e Myolnositol 100 mg/l en polvo.
e BAP liquido (Sigma B-3274) 1 ml/l de medio del stock a 1 mg/ml.
e ANA liquido (Sigma N-1641) 100 ul por litro de medio del stock a 1 mg/ml.

e Tiamina HCI liquida 1 ml/l de medio del stock a 1 mg/ml en polvo.

Ajustar el pH a 5,7-5,8 con KOH.

Enrasar al volumen final.

Poner 500 ml en botellas de 1l y afiadir 3 gramos de phytagar (Gibco, 10675-023).
Precalentar el autoclave y poner la botella cuando esté caliente.

Autoclavar a 121 °C durante 15 min.
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Sacar y enfriar las botellas rapidamente con agua hasta que se pueda afiadir el

antibidtico.

Afadir en cabina de flujo laminar, 2,5 ml de espectinomicina (100 mg/ml, esterilizada
por filtracion y guardada a -20 °C) por cada medio litro de medio.

Agitar y dispensar en cajas Magenta GA-7 (Sigma, V-8505) a razon de 40 ml por caja.

PREPARACION DEL ORO (100 hojas a 500 pg/bombardeo)

Material necesario:

-Microparticulas de oro 0,6 micras, 50 mg (Biorad, 165-2262).
-Etanol recién preparado diluido al 70 %.
-Agua purificada.

-Glicerol estéril por filtracion al 50 %.

Pesar 50 mg de microparticulas en un eppendorf de 1,5 ml.

Afadir 1 ml de EtOH al 70 % recién preparado.

Agitar en un Vortex a temperatura ambiente durante 3-5 min.

Incubar a temperatura ambiente durante 15 min.

Centrifugar las microparticulas de oro durante 20 segundos a 3000 rpm.

Descartar el sobrenadante.

N o o b~ w Dnh e

Repetir tres veces los siguientes pasos:
a. Afadir 1 ml de agua estéril.
b. Agitar en el Vortex durante 1 min.
c. Centrifugar las microparticulas durante 1 min a 3000 rpm.
d. Descartar el sobrenadante.
8. Anadir 833 ul de glicerol estéril por filtracion al 50 % y agitar en el VVortex.
9. Guardar a temperatura ambiente hasta 2 semanas 0 a -20 °C durante mas de un
afno.
El proceso se realiza en la poyata, no son necesarias las condiciones estériles. Esta

cantidad de oro permite hacer unos 100 disparos.

PREPARACION DEL FUNGIBLE DE LA PISTOLA
Macroproyectil (Biorad, 165-2335) y discos de ruptura 1100 psi (Biorad, 165-2329),

(laminas marrones transparentes).
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Agitarlas bien en un vaso de precipitados con agua estéril.
Pasarlas con pinzas a un tubo tipo falcon con EtOH al 70 %
Incubar 15 min agitando de vez en cuando con el Vortex.
Sacarlas en la cabina y dejarlas sobre papel estéril.
Disco de parada (Biorad, 165-2336)
Se esterilizan en el autoclave en botella de vidrio con tapon de rosca.
Porta macroproyectiles metélicos (Biorad, 165-2322)
Se esterilizan en el autoclave (durante su uso en la cabina se desinfectan por
inmersion en EtOH 70 %)

PREPARACION DE LOS PROYECTILES
Material necesario:
DNA de miniprep (kit de Qiagen) en hielo
CaCl; 2,5 M fresco (méx 3-4 dias a 4 °C) esterilizado por filtracién en hielo. No
congelar.
Espermidina 0,1 M esterilizada por filtracion en hielo. Pesar 1 gr, afiadir 6,8 mi
de agua, filtrar y guardar en alicuotas de 25 pl a -20 °C
Particulas de oro
Etanol a 99,5 %

1. Agitar mediante Vortex el oro y recoger 50 pl (unos 3 mg de oro) en un tubo
eppendorf (permite hacer 5 disparos)

2. Anfadir 1500 ng DNA en un méaximo de 10 pl de la miniprep (si esta muy
concentrado usar menos, debe aparecer una banda clara en un gel cargando 2
ul), equivale a unos 600 ng de oro. Agitar con Vortex

3. Afadir 50 ul de CaCl,, Agitar con Vortex

4. Afadir 20 pl de espermidina, Agitar con Vortex

5. Agitar el tubo a 4 °C durante 20 min en el Termomixer
6. Repetir este paso 5 veces:
a. Anadir 200 ul de EtOH 99,5 %, Agitar con Vortex
b. Centrifugar 30 segundos a 3000 rpm
c. Quitar con la pipeta todo el EtOH posible

7. Resuspender en 30 pl de EtOH 99,5 % agitar con Vortex.

Pagina 20



Materiales y métodos

Es importante mantener el orden en que se afiaden los productos. El proceso se realiza

en la poyata, no son necesarias condiciones estériles.

BOMBARDEOS
Llevar a la cabina los proyectiles preparados en hielo y un agitador de tipo Vortex. Una

vez preparados los proyectiles, no dejar pasar mas de dos horas hasta el bombardeo.

Material vegetal:
Se coloca un papel de filtro estéril sobre placas RMOP sin antibiotico.
Se corta una hoja y se pone el haz en contacto con el filtro. Deben separarse
aproximadamente una hora antes de comenzar el bombardeo.

Poner una hoja control sin bombardear.

Lavar todas las piezas del cafion de genes con etanol: la camara, las piezas y el plastico

rojo (ajusta los macroproyectiles sobre el porta-macroproyectil).

Sacar los porta-macroproyectiles metalicos (Biorad, 165-2322) y colocarlos con la
superficie plana en contacto con la superficie de trabajo.

Colocar con pinzas el macroproyectil (Biorad, 265-2335, ldmina grande transparente)
encima del porta- macroproyectiles y ajustarlo con el plastico rojo.

Afadir 5 pl del oro recubierto de DNA, previamente agitado con Vortex, en la parte

central de la ldmina y repartirlo por toda la zona central (corresponde a 420 ug de oro).

Abrir la valvula de la bombona de helio hasta el final.

Girar la valvula del manémetro de salida a la derecha hasta 1350 psi.

Encender la bomba que esta debajo de la cabina.

Poner el ““vacum flow rate” en #5 en la parte superior del tube y el “vent flow rate” en
#3.

Colocar en la camara superior roscada un disco de ruptura de 1100 psi (Biorad, 165-
2329) y enroscarla en su sitio.

Retirar la bandeja de teflon, quitar la tapa, poner una disco de parada (Biorad, 165-2336,
rejilla metélica), el conjunto porta- macroproyectil colocando el DNA sobre la malla,
poner la tapa roscada y colocarlo en su sitio.

Colocar el soporte de la placa dejando dos rendijas libres.
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Para realizar un disparo:
1.-Meter la placa con la hoja
2.-Cerrar la puerta
3.-Presionar el boton de la izquierda para conectar el cafion, después al del
medio (vac) hacia arriba hasta que la presion llegue a 28 in Hg vac en este
momento poner el botdn en su posicion inferior (hold)
4.-Presionar el boton a la derecha (fire).
5.-Cuando el mandémetro marca 1100 psi se rompe el disco de ruptura, se oira un
ruido y se suelta el boton fire.
6.-Colocar el boton del medio en su posicion media (vent)
7.-Cuando la presién haya bajado a 0, se puede abrir la puerta, sacar todo y

preparar el siguiente disparo.

Tras el disparo se sellan las placas con parafilm y se envuelven en papel de aluminio

para que estén dos dias en oscuridad a 28 °C.

Cuando se terminan los disparos:

Cerrar la valvula de la bombona.

Hacer el vacio presionando el boton vac hasta 25 in Hg vac aproximadamente, ponerlo
en hold y darle a fire hasta que baje la presion de los dos manometros de la bombona de
helio, ponerlo entonces en vent.

Girar la valvula del manoémetro hasta que quede floja.

Apagar la bomba.

Apagar la maquina del boton de la izquierda.

Dos dias después del bombardeo se quité el nervio central de las hojas, se
cortaron en fragmentos de 5x5 mm y se puso el envés, zona bombardeada, en contacto
con el medio RMOP con 500 mg/l de espectinomicina. Se sellaron las cajas Magenta
con parafilm.

Fue conveniente tener al menos 40 ml de medio por caja ya que no se realizarian
subcultivos y debia aguantar todo el periodo de cultivo en ese medio.

Se colocaron de 5 a 6 fragmentos de hoja por caja.
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Se bombardearon para cada variedad de tabaco a investigar, una cantidad de 10
placas, es decir, diez hojas, ademas de una que se dejo sin bombardear como control de
regeneracion de cada variedad. En el caso de la variedad control PH Gnicamente se

bombardearon cinco hojas

4.4.4.- Rondas de seleccion
4.4.4.1.-Primera ronda de seleccidn; divisién de hojas bombardeadas

Al finalizar los bombardeos habia diez hojas bombardeadas de cada una de las
variedades, lo que sumaron 55 disparos llevados a cabo. Teniendo en cuenta que con
cada una de las hojas se llenaron cuatro cajas Magenta con la idea de obtener mas sitio
para que se desarrollaran estos fragmentos de hoja y con ellos los regenerantes
transgénicos, el nimero de cajas Magenta con el que se trabajo fue de 232 incluyendo
las que contenian hojas control.

Cada una de las hojas se troced en condiciones estériles en cabina de flujo
laminar mediante bisturi y pinzas también estériles. Se llevo a cabo en el menor tiempo
posible, ya que, las hojas se deshidratan con rapidez.

Se hicieron en la medida de lo posible dieciséis trozos para situarlos de cuatro en
cuatro en las cajas Magenta, con el fin de conseguir espacio y contacto con el medio
suficientes como para que se desarrollaran los regenerantes de la manera mas eficiente
posible. Finalmente disponiamos de 232 cajas Magenta con cuatro pedazos de hoja cada
una. De las cuales doce eran cajas control; una de RMOPspec y otra de RMOP sin

espectinomicina correspondientes a las seis variedades utilizadas.

4.4.4.2.-Toma de datos
A partir de la fase de divisidn de las hojas en cajas Magenta, comenzo el conteo

de cajas y numero de regenerantes por hoja y variedad. Esta préactica sirvid para llevar
un control riguroso sobre la capacidad de regeneracion de cada una de las variedades y
con ello obtener un resultado con el que tomar decisiones en otros trabajos.

La toma de datos se hizo semanalmente mediante el conteo del ndmero de
regenerantes por caja y el nimero de contaminaciones por hoja. Para ello se utilizaron

unos estadillos divididos en 10 semanas con 10 hojas por variedad.

Pagina 23



Materiales y métodos

Los regenerantes comenzaron a aparecer a partir de la cuarta semana, en

concordancia con las pautas de la variedad control “Petite Havana” PH.

4.4.4.3.- Segunda ronda de seleccion
Durante la primera ronda es facil que no se produzca homoplasmia en las

células, por lo que se llevo a cabo una segunda ronda para asegurarla, ya que el contacto
con el medio con espectinomicina favorece este proceso. En esta se obtuvo la

homoplasmia esperada.

4.4.4.4.-Tercera ronda de seleccion
El procedimiento es parecido a los anteriores, con la diferencia de que las hojas

cogidas son de muy pequefio tamafio y son las hojas mas bajas de las plantulas que se
pasan a enraizar.
Se hizo para poder mantener el material vegetal, y ganar tiempo, por si no se

conseguia la homoplasmia tras dos rondas de seleccion.

4.4.5.- Enraizamiento

Paralelamente a la tercera ronda de seleccion y con material de la misma
procedencia que el utilizado en la misma, se procedio al enraizamiento. Esta es la ultima
fase de regeneracion y mantenimiento de las plantas. Fue en este momento donde se
determind la capacidad de crecimiento de cada una de las variedades. Se cogieron diez
brotes de cada, y se subcultivaron en medio P3 con espectinomicina, para el

enraizamiento, en tres cajas Magenta por variedad.

Protocolo para medio P3 spec:

e Sales de Murashige&Skoog (Duchefa). [39,6 gr/10 I].

e 30 gr/l de sacarosa comercial.

e Disolvery llevar a pH 5,7-5,8 con KOH o CIH.

e Afadir 6 gr/l de micro agar y calentar en el microondas hasta que hierva y se
funda.

e Autoclavar 15 mina 121 °C.

e Tras autoclavar esperar a que el medio se enfrie hasta unos sesenta grados.
Afadir en cabina de flujo laminar 5 ml de espectinomicina por cada medio litro,

del stock a 100 mg/ml.
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e Agitar y dispensar en cajas Magenta previamente autoclavadas a unos 40 ml por
caja.

El medio P3 esté especialmente disefiado para facilitar el enraizamiento de los
brotes. Estas plantas se dejaron alrededor de dos semanas en el medio y para entonces
su tamafio habia aumentado y tenian raices funcionales suficientes como para proceder
al trasplante.

Se hicieron conteos sobre el numero de plantas enraizadas al pasar a trasplante
con relacion al nimero de plantas inicial, para obtener porcentajes de enraizamiento

segun las variedades.

4.4.6.-Trasplante y analisis de expresion de la proteina GFP

Para llevar a cabo esta fase es imprescindible que la anterior se haya producido
de manera correcta, es decir que la mayoria de las plantas pasadas a enraizar tengan
raices suficientes como para sobrevivir fuera de un medio de cultivo. En este caso el
medio al que se trasplantaron fue una mezcla de turba y perlita en relacion 4:1
respectivamente.

Disponiendo de diez plantulas de cada variedad en cajas Magenta con medio de
cultivo P3 con espectinomicina en las que desarrollaron sus raices, en este momento
estaban preparadas para pasar a tierra. Los recipientes en los que situamos el material
fueron dos bandejas de 50 cm de largo x30 cm de ancho, que disponiendo una encima
de la otra, la superior tiene unos agujeros por los que deja salir el agua, y la inferior la
recoge. En el interior de las mismas pusimos ““jiffys” individuales para cada una de las
plantas. Se procurd dejar una fila de ““jiffys” vacios en los extremos que quedaron al
aire para evitar la muerte por desecacion y mantener las mismas condiciones para todas
las plantas. Se cubrieron con una tapa transparente para mantener una alta humedad
relativa.

Para analizar la expresion de la GFP se utilizd luz ultravioleta en condiciones de

oscuridad en una habitacion acondicionada para ello.
Este gen GFP bajo luz ultravioleta, emite fluorescencia verde clara, por lo que

las plantas que disponian de él en el genoma de sus plastidios emitieron esa luz,

mientras que las demas emitieron luz granate propia de la clorofila.
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4.4.7.- Comprobacion de homoplasmia por Southern blot

Es el método de biologia molecular que permite detectar la presencia de una
secuencia de ADN en una mezcla compleja del acidos nucléicos. Para ello, se emplea la
técnica de electroforesis en gel de agarosa con el fin de separar en base a la longitud de
los fragmentos de ADN vy, después, una transferencia a una membrana en la cual se
efectta la hibridacion de la sonda. Su nombre procede del apellido de su inventor, un

bidlogo inglés llamado Edwin Southern.

Este proceso se llevo a cabo mediante ocho pasos.

El primero de los pasos fue la digestion del ADN. Para ello inicialmente se
extrajo del material vegetal del que se disponia (10 ug). Esto se llev0 a cabo mediante el
protocolo de CTAB y se cuantificd. Después se procedi6 a la digestion mediante la
enzima EcoRI. Estas tuvieron doble funcion, porque ademas de digerir el ADN para
poder utilizarlo en la comprobacion, permitié generar una respuesta diferente para las
células transformadas y las no transformadas. La digestion se hizo afiadiendo dul de la
enzima por la mafana, la tarde y la noche, y después se llevoud Sth agua
purificada y se situd en un gel de 2 % agarosa/formaldehido.

Tras la separacion de los fragmentos por tamario se realizé la desnaturalizacién
del ADN en el gel de agarosa.

El siguiente paso se llevo a cabo en un agitador. Se depurind mediante inmersion
en 0,2 N HCI durante 10 min. para permitir la fragmentacién del ADN, y se hizo un
lavado de 5 min. con agua. Después se desnaturalizd (se pasa de doble cadena a simple)
para poder unirse a la sonda, se incub6 45 min. y se procedi6 a otro lavado de 5 min.
con agua. Finalmente se neutralizé sumergiéndolo en una solucion 1 M tris HCI pH 7.4,
1.5 M NaCl durante 30 min.y se renovd para volver a sumergirlo durante 15 min. mas.

La siguiente fase fue para pasar la solucion de ADN del gel en el que se situaba
a una membrana de nylon. Para ello se necesit6 una solucién de transferencia en la que
se incubo el gel durante 5-10 min.. Mediante papeles y servilletas se llevo poco a poco
la solucidn al gel, y se eliminaron las burbujas con un rodillo de cristal. Al desmontarlo
se marco la zona en la que la membrana quedd pegada a los pocillos de gel para tomarla
como referencia. Después cogiendo la membrana en la que se quedd el ADN se fijé con
UV en el Stratalinker. Para guardar la membrana se situd entre dos papeles de filtro en

una bolsa de plastico a -20 °C y en oscuridad.
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Tanto la preparacion de la sonda como la deteccion o revelado se realizaron
mediante el kit de Amersham Biosciences AlkPhos. Se diluyeron 10 pl de la solucion de

Cross-linker en 40 de H,0. EI ADN que constituiria la sonda y se diluyeron a 10ng/pl.

Se pusieron 30 ul del ADN diluido a desnaturalizar en io lte agua hirviendo
durante 5 min. Se dejo enfriar, se centrifugdé y se le afiadieroruBO  del tampdn de
reaccion y 6 ul del reactivo Labelling mezcldndolos bien. Se afiadieron 3@l de la
solucion Cross-linker, se le dio un pulso de centrifuga y finalmente se incubd la

reaccion 30 mina 37°C.

El quinto de los pasos de este protocolo, fue la hibridacion de la membrana.
Para ello se utilizé una maquina llamada Mini Oven de Hybaid. La membrana debia
introducirse enrollada dejando el ADN en el interior. Primero se incubaron 30ml del
tampon de prehibridacion durante 4 h a 55 °C, después se afiadi6 la sonda al tamp6n de

prehibridacién. Se dejé durante una noche entera girando a 55 °C.

Para el lavado de la membrana hubo que subir la temperatura del Mini Oven
hasta 60 °C y se rellend el cilindro con el tamp6n primario de limpieza durante 10 min.
Este proceso se repitio dos veces descartando el tampon. Después se utilizé el tampon
secundario de limpieza de la misma manera durante 5 min a temperatura ambiente (RT),
habiendo sacado la membrana del Mini Oven. Este proceso también se repitio,

descartando el tampon.

Como siguiente paso estaba el revelado de la membrana. Para ello se puso con el
lado que contenia el ADN hacia arriba, se le afiadieron 4 ml del reactivo CDP-star del
kit Alkphos de Amersham Biosciences. Se incubo durante 3-4 min moviendo el papel
de aluminio para asegurar que toda la membrana se ponia en contacto con el CDP-star,
se recortd un trozo de film pléastico dejando forradas las dos caras de la membrana y se
paso un papel para eliminar las posibles burbujas de aire. Se colocd en el casette de
revelado, se colocaron las peliculas de Hyperfilm de Amersham y se dejé incubar en

oscuridad al menos durante media hora, luego se reveld la pelicula.

El dltimo de los pasos fue el lavado de la membrana ya que se puede reutilizar.
Esto se hizo en una estufa a 60 °C afiadiéndole 200 ml de SDS al 5 %. Se aclaro, se

envolvid y se guardo en el congelador.
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4.4.8.- Cronograma de la aplicacion del trabajo

Materiales y métodos

El procedimiento a seguir estaba planificado en nueve pautas que en total

duraron alrededor de treinta y seis semanas (tabla 4). Para seguir esta planificacion fue

importante mantener el crecimiento de las variedades lo més uniforme en el tiempo

posible, teniendo en cuenta las limitaciones por diferencias genéticas y otros factores.

Semana Tarea

0 Desinfeccion y siembra de semillas
2 Individualizar plantulas

6 Cortar los brotes y subcultivar

10 Bombardeo

20 Obtencion de regenerantes

24 Segunda ronda de seleccion

28 Tercera ronda de seleccion

32 Enraizamiento

36 Trasplante y analisis de las plantas

Tabla 4: Cronograma de cada fase del trabajo, divididas en semanas segun su duracién
estimada para la variedad control Petite Havana, y las tareas respectivas para cada una de

ellas.
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5.-Resultados y discusion

5.1.-Germinacion in vitro de las semillas

Las variedades 326, ITB, 503 y VIR germinaron normalmente, no presentaron
contaminacion y desarrollaron plantas normalmente. Sin embargo, las variedades HAN
e ITB sufrieron contaminaciones, probablemente de origen bacteriano, durante el
crecimiento inicial a partir de las semillas puestas a germinar en medio de cultivo. Este
problema pudo deberse a la procedencia de campo de las semillas de partida. Para
combatir esta bacteria se hizo una segunda desinfeccién a base de etanol al 70 % antes
del tratamiento con CIONa, este método sirvid Unicamente para la variedad ITB que
continu6 con todo el proceso de transformacion y no volvié a presentar sintomas de
contaminacion. La variedad HAN en cambio, siguidé sufriendo la incidencia de la
bacteria dandose los sintomas sobre todo en plantulas de mas de 3 semanas. Este
problema obligo a eliminar la variedad del estudio ya que se hizo imposible trabajar con
ella.

Las variedades ITB y BAJA presentaron un crecimiento méas lento que el resto
de las variedades y que la variedad control Petite Havana, sobre todo en las primeras
fases de individualizacién antes del bombardeo. Debido a esto se tuvo que posponer su

bombardeo dos semanas respecto a las otras.

5.2.-Obtencion de brotes transformados

Se bombardearon hojas bien desarrolladas y de color verde oscuro con el cafién de
genes utilizando el vector pLD-GFP-2L21. Se cortaron las hojas en fragmentos de 5 x5
mm y se cultivaron en medio RMOP con espectinomicina como agente de seleccion

para regenerar yemas a partir de las células transformadas.
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Figura n°1. Contaminacion durante la primera ronda de seleccion. (n=40 cajas Magenta/variedad).

El porcentaje de contaminaciones en todas las variedades fue como mucho del
30 % aunque la mayoria rondé entre el 15 y el 25 % (figura 1). Estas se debieron
principalmente a la aparicion de hongos sobre el medio de cultivo debido al
manipulador. Las diferencias entre variedades no se deben a ningun factor especifico.
No se consideran porcentajes altos, ya que, Gnicamente una supera el 25 % y la cantidad
de material con la que se trabaj6 fue alta; cada variedad dispone de 40 cajas Magenta
con su material vegetal, teniendo en total 232 cajas contando las control.

La toma de datos de formacion de yemas comenzo a partir de la cuarta semana
de crecimiento para cada una de las variedades, en la cual ya se registraron grandes
cantidades de yemas regeneradas que la semana anterior Unicamente comenzaban a
emerger (figura 2). Mientras que en las variedades mas precoces como 503 y PH se
observé una media de entre 2y 2,5 yemas por hoja transformada, en el resto (VIR, 326 e
ITB) variaba entre 1 y 1,5 . La variedad mas tardia y con mas dificultades para formar
regenerantes fue la BAJA que en la cuarta semana present6 0 yemas por hoja.

Durante las siguientes semanas la cantidad de regenerantes aumentd segin lo previsto
para la variedad control Petite Havana, exceptuando el caso de BAJA que progresé de
forma muy reducida en un intervalo de tiempo muy largo.

En lo referente a las hojas control no bombardeadas, las expectativas se cumplieron para
todas las variedades. Los fragmentos de hoja situados en medio de cultivo RMOP sin

espectinomicina se desarrollaron mas rapidamente que la totalidad de las cajas en todas
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las variedades. Los fragmentos de hoja situados en el medio de cultivo RMOP con el
antibiotico espectinomicina, durante las primeras semanas se comportaron como la
totalidad de los trozos de hoja tomando tonos blanquecinos, con la diferencia de que
ninguno de los explantos formé yemas, por lo que al poco tiempo se produjo la muerte

de todos los trozos en todas las variedades.
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Figura n°2: n° de yemas formadas por hoja en el medio de seleccidn con el antibiotico espectinomicina
durante la primera ronda de seleccién. (n= 10 hojas)

En la figura n° 2 se puede ver que la variedad 503 es la mas precoz ya que en la
segunda semana doblaba en nimero de yemas a todas las demas. En las dos semanas
siguientes todas las variedades tuvieron un gran crecimiento parecido excepto BAJA
que siguidé con una media menor de 0,5 explantos y 503 que se comenzé a estabilizar.
Durante las tres semanas posteriores; 503 se mantuvo por encima de las 5 yemas de
media, 326 y PH variaron en una media entre 4 y 5 yemas y VIR e ITB entre tres y
cuatro. La variedad BAJA siguié muy por debajo de las demas con un maximo de 1,37
yemas en su momento mas alto.

Observando las curvas individualmente, se toma la variedad 503 como la mas
precoz, las variedades PH, VIR e ITB presentaron una curva de crecimiento similar,
aunque PH obtuvo mayor ndmero de yemas y las otras dos menores cantidades
respectivamente. La curva de la variedad 326 tuvo el crecimiento mas agudo, ya que
consigui6 casi multiplicar por cinco la media de yemas obtenida entre la cuarta semana,

y la séptima. El crecimiento de la variedad BAJA represent6 una curva sin apenas
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pendiente, estando muy por debajo de las demas variedades. También produjo
problemas a la hora de pasar a la segunda ronda, debido a la dificultad de conseguir
brotes con hojas desarrolladas.

Durante las ultimas semanas hay una disminucion general en el nimero de
yemas debido a la muerte de algunas de ellas, exceptuando las variedades PH y 503.
Esto se pudo deber a dos causas: falta de nutrientes en el medio o a que las yemas

desarrolladas no estaban transformadas y finalmente murieron debido al antibidtico.

Durante la primera ronda de seleccion no es previsible obtener brotes
homoplasmicos, ya que tras el bombardeo s6lo un genoma plastidial esta transformado.
Con la presion de seleccion va aumentando el numero de genomas transformados hasta
que todos los plastidios de la célula se transformen, entonces se habra conseguido la
homoplasmia. Por ello se llevé a cabo una segunda ronda de seleccion en las mismas
condiciones que la anterior, siendo los resultados mucho mas productivos en numero de
yemas y homoplasmia. Estos nuevos brotes sirvieron mas adelante para enraizar alguno

de ellos y trasplantarlos a tierra.

Se determina el momento en el cual se pasan los regenerantes a segunda ronda
de seleccion, cuando el nimero de los mismos sea suficiente. Esto fue surgiendo en
fechas distintas para cada variedad. Para la variedad BAJA, en cambio, la fecha se
determind por la necesidad de utilizar los pocos regenerantes que se obtuvieron.

(tabla 5).

Se observo que la mayoria de las variedades siguieron de cerca las pautas de la
variedad control, situandose en el caso de 503 y VIR por delante de ella en precocidad
(tabla 5), ITB con fechas similares y 326 por detrds pero en todos los casos se
consideraron diferencias minimas. La que mas difirié en tiempo fue la variedad BAJA

que practicamente no llego a los 10 regenerantes.
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Variedades 503 VIR BAJA 326 PH ITB

Fecha 10 Semana 4 | Semana 4 | Semana 8 | Semana 4 | Semana 4 Semana 4
reg.

Fecha 22 Semana 6 | Semana 6 | Semana 9 | Semana 8 | Semana 7 Semana 7
ronda

Tabla 5: Fecha de obtencion de 10 regenerantes y 10 brotes validos para pasar a segunda ronda de
seleccion para cada una de las variedades estudiadas.

Variedades VIR 503 BAJA 326 PH ITB

Crecimien | Normal Normal Lento Normal Normal Lento
to 12
ronda

Crec. 28 Rapido Rapido | Muy lento| Normal Normal Normal
ronda

Crecimien | grande grande pequefio Medio Pequerio pequefio
to
trasplante

Tabla 6: Modo y aspecto del crecimiento de los brotes durante las rondas de seleccién y trasplante

El modo de crecimiento (tabla 6) de cada una de las variedades influy6 en la
duracion del trabajo. Las variedades que presentaron crecimiento lento o muy lento
retrasaron algunos de los aspectos aunque todo se llevo a cabo acorde con lo vaticinado

en el cronograma inicial (tabla 4).

Durante todo el periodo de tratamiento de las plantas, hubo una variedad (VIR)
que presentd sintomas de no estar transformada, teniendo la mayoria de las hojas
blanqueadas a los pocos dias de surgir las yemas. Esto produjo problemas a la hora de
trabajar con las hojas y con las plantulas, debido a que la mayoria de las que se
blanqueaban al poco tiempo morian.

A pesar de ello, utilizando hojas de brotes recién formados, se pudo disponer de
la variedad durante todo el trabajo, ademdas a partir del trasplante a tierra ese

blanqueamiento desaparecio dando unos de los mejores resultados en transformacion.
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5.3.-Enraizamiento

En la tabla n® 7 se presentan los porcentajes de enraizamiento de los brotes

obtenidos tras la segunda ronda de seleccidon y el éxito en el trasplante.

Variedades 503 VIR BAJA 326 PH ITB
Plantulas 12 12 10 12 12 12
iniciales

% enraiza 100% 100% 91.66% 75% 100% 91,66%
miento

%Traspla 100% 100% 100% 100% 100% 100%
nte

positivo

Tabla 7: Porcentaje de enraizamiento y éxito en el trasplante. En vertical las cinco variedades testadas y la
control (PH).

El porcentaje de enraizamiento fue alto. Se disponia de varios brotes de cada

variedad puestas en medio para el enraizamiento P3 con espectinomicina, exactamente
doce de cada una, excepto en la variedad Baja, que debido a su dificultad para la
regeneracion Unicamente se consiguieron obtener diez plantulas.
En la mayoria de las variedades ha habido un porcentaje de enraizamiento del 100%, es
decir, para las variedades 503, PH y VIR. En el caso de BAJA e ITB, fallo el
enraizamiento en una de las plantulas (91,66 %), para ITB no supuso la pérdida de
ninguna de las diez finales, pero en el caso de BAJA, debido a que inicialmente se
disponia de diez, quedaron en nueve. En el caso de la variedad 326 de las doce iniciales
no enraizaron tres dejando el porcentaje de enraizamiento en 75 % vy las plantas finales
en nueve.

El siguiente paso despues de la formacion de raices ha sido el trasplante a tierra.
Este ha dado muy buenos resultados como se ha podido observar en el seguimiento
durante las tres semanas posteriores, ya que, no se ha contabilizado la pérdida de
ninguna de las plantas. Esto quiere decir que el 100 % de las plantulas que enraizaron y
se han pasado a sustrato de tierra ha sobrevivido al trasplante.

Hasta esta fase, se puede decir que las variedades que mejor han respondido
tanto al enraizamiento como al trasplante han sido 503 y VIR. Las demas tienen unos
porcentajes muy cercanos a los de estas, pero las méas parecidas a la variedad control

Petite Havana han sido las dos primeras.
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5.4.-Analisis sobre el grado y porcentaje de transformacién en las

plantas.

5.4.1.- Expresion de GFP en plantas transplastomicas

El grado de transformacion de las plantas, se pudo llevar a cabo analizando la expresion
del gen informador GFP que emite fluorescencia verde al iluminar la planta con luz
ultravioleta (figura n°3y n°4). En las plantas no transformadas la clorofila emite

fluorescencia rojo-granate.

A

Figura n°3: Hoja de plantas control (dcha.) y transplastomica (izda.) iluminadas con luz blanca (A) y
ultravioleta (B). Plantas completas control (dcha.) y transplastomica (izda.), iluminadas con luz blanca
(C) y ultravioleta (D).
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Variedades VIR 503 BAJA 326 PH ITB
%T 80 70 88.8 7077 60 50
% NT 20 10 11.11 11.11 20 20
% Q 0 20 0 11.11 20 30

Tabla 8: Porcentajes de transformacidn de las plantas utilizadas en el trabajo, dividido en variedades. Se
han distinguido plantas transformadas (T), plantas no transformadas (NT) y plantas quiméricas (Q). Esta
distincidn se ha hecho en base a la fluorescencia de la GFP. (n=10-11 plantas/variedad)

Figura 4: Bandeja de plantas bombardeadas de las variedades

ultravioleta (B).

ITB y 326 bajo luz blanca (A) y

Observando los porcentajes de transformacion en la tabla n® 8, se puede ver que

son bastante altos en la mayoria de las variedades. Lo mas destacable es el 88,8 % de

transformacion en BAJA que supone el indice méas alto, con un 0 % de plantas

quiméricas, aunque los resultados obtenidos en la mayoria de pardmetros para esta

variedad han sido pésimos.
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Le siguen con 80 %, 77,7 % y 70 % de transformacion las variedades VIR, 326 y
503 respectivamente, siendo estas las que mejores resultados han dado a lo largo de
todo el trabajo.

La variedad ITB presenta el porcentaje mas bajo con Unicamente el 50 % de
transformacion, y el resto divididas en 30 % de quiméricas y 20 % de no transformadas,
quedando por debajo de la variedad control PH. Todos los demas resultados han sido

superiores al 60 % de transformacion de esta variedad.

La eleccion de las variedades mas interesantes para llevar a cabo la
comprobacion de homoplasmia, se realizo por descarte durante todo el trabajo con los
resultados que se iban obteniendo a partir de las distintas fases. La variedad HAN fue la
primera en descartarse, debido a una contaminacién que arrastraba desde las semillas y
que imposibilito el trabajo en condiciones in vitro con ella. La siguiente variedad que se
descarto fue la ITB por su escaso y tardio crecimiento durante la germinacién, con una
diferencia de una semana de retraso. Después se descarto BAJA al presentar una muy
baja cantidad de regenerantes durante las rondas de seleccion, lo que la dejé muy por
detras de las demas variedades. Finalmente la variedad 326 fue la que menor porcentaje
de enraizamiento dié con un 75 % que para tabaco, en un medio especifico para ello, es

bajo.

5.4.2.- Comprobacion de homoplasmia mediante Southern Blot.

Se escogieron las variedades VIR y 503 por ser las que mejores resultados
dieron en el conjunto de las fases del trabajo. El proceso de Southern se llevé a cabo

para verificar la homoplasmia en los resultados.
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Figura 5. Construccion del vector e integracion de los transgenes en el genoma plastidial. (a) Vector pLD con las
zonas de recombinacion homoéloga trnl y trnA. (b) Genoma plastidial con las zonas de recombinacién homdloga
subrayadas. La fusion GFP-2L21 esta controlada por el promotor y terminador del gen plastidial psbA. Las flechas
dentro de las cajas indican la direccion de transcripcion. (c) El fragmento de 0,81 kb de la zona de recombinacion
homoéloga utilizado como sonda en el analisis por Southern blot. (d, €) Analisis por Southern blot de 8 lineas
independientes (variedad Virginia Gold) o 7 lineas independientes (variedad Habana 503). 2L.21: secuencia incluida

en el gen VP2 del parvovirus canino ; aadA: aminoglycoside 3"-adenylyl transferase; GFP: proteina de fluorescencia

verde; Prrn: promotor 16S rRNA; WT: planta silvestre no transformada.

Pagina 38



Resultados y discusion

Partiendo de las hojas testadas mediante la GFP se esperaba similitud en los
resultados positivos. EI fragmento de 0,81 kb de la zona de recombinacion homologa se
utilizd6 como sonda para testar la homoplasmia. EI ADN de la planta silvestre no
transformada produjo un fragmento de 4,5 kb para las dos variedades (figura 5 (d,e))
que se compar6 con los fragmentos producidos por las plantas transformadas. Estas
generaron dos fragmentos de 5,6 y 2,1 kb correspondientes al vector introducido, en el
caso de todas las hojas testadas para la variedad VIR y la mayoria de las hojas de la
variedad 503. En las dos ultimas hojas de la variedad 503, que se consideraban
transformadas por la verificacion mediante la GFP llevada a cabo anteriormente, se
observaron los dos fragmentos correspondientes al vector introducido al igual que en las
demas, pero con la diferencia de que a la altura de 4,5 kb se podia apreciar un tercer
fragmento que delat6 la presencia del genoma de las plantas no transformadas, por lo

que se consideraron heteroplasmicas.
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6.- Conclusiones

1.- La germinacion y el desarrollo in vitro fueron 6ptimos en las variedades 503, BAJA
y 326. Las variedades HAN e ITB dieron problemas de contaminacion desechadndose la

primera.

2.- La variedad 503 fue la méas precoz y la que gener6 mayor nimero de yemas

transformadas

3.- La eficiencia de transformacion de las variedades 503, 326 e ITB fue la habitual para
Petite Havana, variando entre 3,5-5,2 yemas transformadas por hoja bombardeada. La
variedad BAJA presentd una eficiencia muy reducida en cuanto a brotes por hoja, ya

que esta fue de 1,1.

4.- El crecimiento de las yemas transformadas de la variedad ITB fue lento y los brotes

obtenidos fueron muy pequefios.

5.- Los brotes de la variedad VIR se amarilleaban durante el desarrollo in vitro. Las

plantulas obtenidas recuperaron el fenotipo normal tras el transplante.

6.- El enraizamiento en todas las variedades fue optimo excepto para 326 que fue del
75%.

7.- El andlisis de fluorescencia de la GFP mostré que el 88% de las plantas de variedad
BAJA expresaban el transgén. Las variedades 503, VIR y 326 tenian porcentajes de
expresion del 70-80%, superando el 60% de la variedad Petite Havana. La variedad ITB

tuvo el porcentaje mas bajo 50%.
8.- Teniendo en cuenta todos los parametros estudiados las variedades Virginia Gold

(VIR) y Havana 503- B (503) son las méas adecuadas para la transformacion plastidial

siguiendo el protocolo establecido para la variedad Petite Havana.
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